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【緒言】
多くの成人組織には,外傷,疾患,老化が起きた組織を再生するための体性幹細胞が存在し,代表
的なものとして,間葉系幹細胞,造血系幹,a,神経幹細胞,上皮幹細胞などが知られている｡間葉系幹
細胞は,骨髄,脂肪,厨帯血などに存在する幹細胞である｡近年では,間葉系幹細胞はヒト歯髄,ヒト歯
根膜,ヒト乳歯歯髄,ヒト乳歯歯根膜にも存在することが分かっている｡しかし,ヒト乳歯歯根膜細胞の幹
細胞特性についてはまだ十分に解明されていない｡
不均一な細胞集団から幹細胞を特定することは幹細胞研究における重要な研究目標の一つであり,
本研究では,stage-speci丘cembryonicantigen(SSEA)-4がヒト乳歯歯根膜幹細胞を同定･分離しうる特異
的な表面抗原マーカーとして利用できるかについて検討を行った｡また,抗 SSEA-4抗体を用いて単離
されたSSEA-4陽性ヒト乳歯歯根膜クロー ン細胞の特性や多分化能についても検討を行った｡
【資料および方法】
本研究は岡山大学医歯薬学総合研究科倫理委員会の承認のもとに行われた｡岡山大学病院矯正歯
科における矯正治療患者の便宜抜去乳歯からヒト乳歯歯根膜を採取した｡細胞の単離および抗原の発
現の解析はフロー サイトメトリー を用いて行った｡細胞の分化能は,それぞれの分化誘導培地を用いて,
脂肪細胞･骨芽細胞･軟骨細胞･神経細胞･肝細胞-の分化誘導を行い,評価を行った｡mRNA発現は
real-timeRTIPCRを用いて調べた｡また,JhTdvoにおける骨様組織-の分化能は,SSEA-4陽性ヒト乳
歯歯根膜クロー ン細胞を免疫不全マウスに移植し,8週間後に回収し,HE染色および免疫組織化学に
よって評価を行った｡
【結果】
1. ヒト乳歯歯根膜細胞は,プラスチックディッシュに付着し,線維芽細胞様形態を呈した｡また,ヒト乳
歯歯根膜細胞は,間葉系幹細胞のマーカー発現と同様に CDIO5,CD73,CD90,CD29,CD44,
cD71,CD166を発現し,CD45,CD34,CD14,CD19,HLA-DRを発現しなかった｡さらに,ヒト乳歯
歯根膜細胞は脂肪細胞 ･骨芽細胞･軟骨細胞への分化能が認 められた｡
2. Avjvoで,ヒト乳歯歯根膜組織において,SSEA-4陽性細胞が存在することが認められた｡
3. ヒト乳歯歯根膜細胞は,SSEA-3,SSEA-4,TRA一ト60,TRA-1-81,OCT4,NANOG,SOx2,REXl
の発現が認められた｡乳歯歯根膜細胞は22.7%のSSEA-4陽性細胞を含んでいた｡SSEA14陽性ヒ
ト乳歯歯根膜細胞はSSEA-4陰性細胞と比較して高い増殖能を有していたC
4. SSEA-4陽性ヒト乳歯歯根膜細胞のクロー ン細胞株を樹立し分化能を調べた結果,SSEA-4陽性ヒト
乳歯歯根膜クロー ン細胞は,脂肪細胞･骨芽細胞･軟骨細胞･神経細胞-の分化能を有していた｡
また,61,5%(16/26)のSSEA-4陽性ヒト乳歯歯根膜クロー ン細胞が脂肪細胞,骨芽細胞,軟骨細胞
-の分化能を有していた0
5. SSEA14陽性ヒト乳歯歯根膜細胞は,血 y:J'voにおける異所性骨形成能を有していた.
【考察および結論】
ヒト乳歯歯根膜細胞は,プラスチックディッシュに付着し,間葉系幹細胞マーカーの発現パターンを示
し,脂肪細胞,骨芽細胞,軟骨細胞への分化能を有していた｡このことから,ヒト乳歯歯根膜細胞は,間
葉系幹細胞特性を有していることが分かった｡また,ヒト乳歯歯根膜細胞は,腔性幹細胞関与分子の発
現を示し,培養ヒト乳歯歯根膜細胞には22.7%の SSEA-4陽性細胞が存在していた｡SSEA-4陽性ヒト乳
歯歯根膜クロー ン細胞は,invitroにおける脂肪細胞,骨芽細胞,軟骨細胞,神経細胞-の分化能,お
よびinvivoにおける異所性骨形成能を有していたQまた,抗 ssEA-4抗体を用いたヒト乳歯歯根膜幹細
胞の純化効率は 61.5%であり,抗 SSEA-4抗体によってヒト乳歯歯根膜幹細胞を濃縮できた｡そのため,
SSEA-4がヒト乳歯歯根膜幹細胞の同定･分離マーカーとして利用できることが示唆された｡本研究の結
果は,ヒト乳歯歯根膜幹細胞の新しい同定･分離法を提示するものであり,今後の幹細胞研究および再
生医療の更なる発展に寄与するものであると考えられる｡
学位論文審査結果の要旨
多くの成人組織には,外傷.疾息 老化が起きた組織を再生するための体性幹細胞
が存在し.代表的なものとして,間葉系幹細胞,造血系幹細胞.神経幹細胞.上皮幹
細胞などが知られている｡間葉系幹細胞は,骨髄,脂肪組織.腰帯血などに存在する
幹細胞である｡近年では.間葉系幹細胞はヒト永久歯歯髄,ヒト永久歯歯根膜,ヒト
乳歯歯髄.ヒト乳歯歯根膜にも存在することが分かっている｡しかし,ヒト乳歯歯根
膜細胞の幹細胞特性についてはまだ十分に解明されていない｡不均一な細胞集団から
幹細胞を特定することは幹細胞研究における重要な研究目標の一つであり,本研究で
は.stage･speci丘cembryonicantigen(SSEA)･4がヒト乳歯歯根膜幹細胞を同定 ･分離
しうる特異的な表面抗原マーカーとして利用できるかについて検討を行った｡また,
抗SSEA･4抗体を用いて単離されたSSEAl4陽性ヒト乳歯歯根膜クローン細胞の多分
化能についても検討を行った｡
岡山大学病院矯正歯科における矯正治療患者の便宜抜去乳歯から乳歯歯根膜を採取
した｡歯根膜組織中のSSEA･4陽性細胞の存在は蛍光免疫組織化学によって確認した｡
細胞の単離および抗原の発現の解析はフローサイトメトリーを用いて行った｡細胞の
分化能は,それぞれの分化誘導培地を用いて.脂肪細胞 ･骨芽細胞 ･軟骨細胞 ･神経
細胞への分化誘導を行い,評価を行った｡mRNA発現はreal･timeRT-PCRを用いて
調べた｡
その結果.乳歯歯根膜組織中にSSEA･4陽性細胞が存在し,培養乳歯歯根膜細胞は
22.7%のSSEA･4陽性細胞を含んでいた｡SSEA･4陽性ヒト乳歯歯根膜細胞のクローン
細胞株を樹立し分化能を調べた結果 SSEA･4陽性ヒト乳歯歯根膜クローン細胞は,脂
肪細胞 ･骨芽細胞 ･軟骨細胞 ･神経細胞への分化能を有していた｡また,61.5%(16/26)
の SSEAl4陽性ヒト乳歯歯根膜クローン細胞が脂肪細胞.骨芽細胞,軟骨細胞への分
化能を有していた｡
本研究は,ヒト乳歯歯根膜幹細胞の新しい同定 ･分離法を提示するものであり.今後
の幹細胞研究および再生医療の更なる発展に寄与するものである｡
よって,審査委貞会は本論文に博士 (歯学)の学位論文としての価値を認める｡
